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論文内容要旨
 生体内固型腫瘍と単層培養細胞では,放射線や薬剤の効果に影響を与える種々の因子において
 大きな相違が認められる。本研究では固型腫瘍に類似した特徴をもつ培養固型腫瘍モデル(スフ
 ェロイド)を作製し,X線とACNUとの併用効果を解析,単層培養細胞と比較し,その結果を
 もとにより高い併用効果を得るための併用方法について検討することを目的とした。
 材料および実験方法
 細胞はラットグリオーマclone-6細胞を用い,10%牛胎仔血清加培地で37℃,5%CO2の条
 件下にて培養した。スフェロイドは10%牛胎仔血清加培地を含む0.5%寒天上で5×105個のR
 GC-6細胞を24時間浮遊させて,出来た細胞塊をスピナーボトルに移して作製した。スフェロ
 イドの直径は500～600μmで中心壊死部のあるものを実験に用いた。ACNUの処理時間は2時
 間とし,洗浄後トリプシン処理を行った。X線照射は250KV深部治療用装置を用い37℃で行っ
 た。検討項目は以下のものである。①スフェロイドと単層培養細胞の増殖曲線と,3H-thymid-
 ineによるオートラジオグラフィー。②スフェロイド,スフェロイドからの単離浮遊細胞,単層
 培養細胞のそれぞれにおけるX線の細胞致死効果。③スフェロイド,スフェロイドからの単離浮
 遊細胞,壊死層のない小さいスフェ・イド,単層培養細胞(ACNU処理後にトリプシン処理し
 たものとしないもの)の5者についてのACNUの細胞致死効果。④X線とACNUの併用効果
 として,単層培養細胞とスフェロイドでの併用時期,ACNUとの併用によるX線の線量・生存
 曲線,X線との併用によるACNUの濃度・生存曲線。
結果
 ①培養10日目のスフェロイドには中心壊死層が存在し,3H-thymidineによる標識細胞は培
 地に近い外層に多く,腫瘍コード構造に類似した特徴を示した。増殖曲線では単層培養細胞の倍
 加時間は約22時間,スフェロイドの体積倍加時間は約24時間であった。②X線の生存曲線ではス
 フェロイドで低酸素性細胞の存在を示唆する二相性の曲線が得られ,単層培養細胞より抵抗性を
 示した。③ACNUの生存曲線では壊死層をもつ大きなスフェロイドの方が単層培養細胞や,壊
 死層のない小さいスフェロイドより高い感受性を示した。一番効果の大きかったのは大きなスフ
 ェロイドからの単離浮遊細胞であった。④単層培養細胞での併用時期では,X線照射璽時間前か
 ら2時間前までにACNUを作用させると,相加効果以上の効果が得られた。同時併用では相加
 効果しか示さなかった。スフェロイドさは,X線照射と同時,及びそれ以前にACNUを作用さ
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 せると相加効果以上の効果が認められた。最も効果の大きい時期は照射前6時間から2時間まで
 の間であった。⑤ACNUとの併用によるX線の線量・生存曲線ではスフェロイドにおいてX線
 単独照射での低酸素性細胞の存在を示唆する二相性の曲線が,ACNUの前処理を行うことによ
 り消失した。単層培養細胞では線量が大きい場合に,わずかに相加以上の効果を示し,スフェロ
 イドでは,2Gy以上で相加以上の効果を示し,線量が大きい程その効果は大きい。⑥X線との
 併用によるACNUの濃度・生存曲線では,単層培養細胞もスフェロイドも全濃度を通じてX線
 の追加により相加以上の効果を認めた。⑦以上の結果をもとにX線の線量及びACNUの投与量
 を検討した。単独処理と併用とを比較し,同じ効果を与える線量比EnhancementRatio(ER)
 を求め,単層培養細胞とスフェロイドに対する効果を比較した。X線の生存曲線では,ACNU
 (20μg/肌6)との併用によりスフェロイ.ドに対するERは,どの線量域でも1.2以上で,しかも
 単層培養細胞のERを常に上廻っていた。ACNUの生存曲線ではX線10Gyとの併用で,スフ
 ェロイドに対するERはやはりどのACNU濃度でもL2以上で,単層培養細胞のERを上廻る
 のはACNU濃度が24μg/濯以上のときであった。
 一55一'
 審査結果の要旨
 本論文は,固型腫瘍に類似した特徴をもつ培養固型腫瘍モデル(スフェロイド)を作製し,X線
 とACNUとの致死効果を解析し,より高い併用効果を得るための併用方法について述べている。
 従来,脳腫瘍細胞に対するX線や制癌剤の効果は,主に単層培養細胞を用いて解析されてきたが,
 生体内固型腫瘍とは種々の点で異なり,スフェロイドはこの両者のギャップを埋める実験モデルで
 あると思われる。ACNUは脳腫瘍に対する化学療法剤として,X線との併用が臨床的に行なわれて
 いるが,スフェロイドを用いてX線とACNUの併用効果についての研究は報告がない。著者は,
 ラットグリオーマclone-6細胞でX線とACNUの致死効果及び併用効果を,スフェロイドと単層
 培養細胞とで比較した。
 X線の生存曲線では,壊死巣のあるスフェロイドが最もX線抵抗性でしかも二相性の曲線を示し
 た。これはスフェロィドに低酸素性細胞の存在を示唆している。ACNUでは,壊死層をもつスフェ
 ロイドの方が,壊死巣のない小さいスフェロイドや単層培養細胞よりも細胞致死効果が大きいとし
 ている。この結果をもとにX線とACNUの併用時期,併用方法に関する実験を行っている。併用時
 期では,ACNUをX線照射2～6時間前に投与した場合に併用効果が最も大きいと述べている。ま
 たスフェロイドにX線照射のみ行って得られた二相性の生存曲線は,ACNUの前処理によって第
 2相が消失することから,ACNUが低酸素性細胞に対して大きな細胞致死効果を示すことも示唆
 している。この併用効果の結果よりX線の線量,ACNUの投与量をEnhancementRatioを用い
 て検討しているが,EnhancementRatioはL2以上と高く,より高い併用効果を得るためのX線
 線量は10Gy,ACNU'濃度は24μg劔以上と推定しており,これは臨床ではかなり高線量高濃度
 であるが,決して実現不可能な投与量ではないと結論している。
 以上のように,従来単層培養細胞を用いて行われてきた実験をスフェロイドで行ったこと,臨床
 で行われているX線とACNUの併用療法を基礎的に研究し,今まで報告の少なかった併用時期,
 投与量まで推定したことは独創的な研究であり,意義のあるものと考えられる。従ってこれらの点
 から本論文は,学位授与に値するものと思われる。
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